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preparation and characterization of crystalline materials.   Using calcium carbonate precipitated  in  the 
presence of selected amino acids as a model system, we use well plates as microどvolume crystallizers, and 
an  accurate  liquidどhandling  pipetting workstation  for  sample  preparation.    Following  changes  in  the 
solution  turbidity  using  a  plate  reader  delivers  information  about  the  reaction  kinetics,  while  semiど
automated  scanning  electron  microscopy,  powder  XRD  and  Raman  microscopy  provide  structural 
information about the library of crystalline products.  Of particular interest for the CaCO3 system is the 


















Inspired  by  biomineralization  processes,  a  wide  range  of  organic  additives,  including 
biomacromolecules,  block  copolymers  and  small  organic  species,  have  been  explored  to  control  the 
precipitation of  inorganic  crystals.1    These  additives  can  also  become  incorporated within  the  crystal 
lattice,10ど14 where this  is recognized not only for the  introduction of  impurities into crystals,15ど17 but has 
also been used to enhance the mechanical properties of calcite,13, 18 to change the bandgap of ZnO,19 and 
to  endow  the  host  crystal  with  new  properties,  such  as  color,  fluorescence  or  magnetism.20ど23  
Understanding  the mechanisms of additive occlusion, and  the structure/ property  relationships of  the 
product doped crystals, however,  relies upon  the ability to quantify  the amount of additives occluded 












approaches enable  the  rapid evaluation of a wide  reaction space and are wellどsuited  to crystallization 
studies.  They have been used in both the pharmaceutical industry,33 and for protein crystallization trials,34, 
35 and are also attracting increasing interest from the perspective of materials discovery,36, 37 where they 
have  been  shown  to  be wellどsuited  to  the  identification  and  optimization  of  inorganic  thin  films  for 
applications such as catalysis.38, 39Using calcium carbonate precipitated  in  the presence of amino acids 
(Asp, Glu, Asn and Val) as a model system, we have developed high throughput methods which enable us 







methods  open  the  door  to  the  characterization  of  a wide  range  of  additive/  crystal  systems,  where 
researchers can adapt the methodology and mix and match characterization techniques appropriate to 
their crystal systems and the specific information they wish to obtain.  Such approaches can help develop 
















plates, and each well was  loaded with accurate volumes of aqueous  solutions using a  liquid handling 
pipetting workstation  (Hamilton Microlab STAR).   This enabled up  to 96 experiments  to be performed 
simultaneously, using the same stock solutions and laboratory conditions (e.g. temperature).  
An extensive description of the experimental methods and sample preparation protocols for each of the 




kinetic  studies,  where  only  concentrations  of  [Ca2+]  =  [CO32ど]  =  10  mM  were  examined  (providing  5 
experiments per amino acid).  In all cases, well plates were charged with DI water, followed by aqueous 
solutions of CaCl2  and  amino  acid,  and  finally  an  aqueous  solution of Na2CO3  in order  to  initiate  the 
reaction.  Crystallization was then allowed to proceed over 2 days prior to protocolどspecific post reaction 
treatment and  characterization, with  the exception of  the kinetic  studies, where  characterization and 
reaction initiation were performed simultaneously.  



















are  recorded  as  a  monochromatic  beam  passes  through  a  precipitation  solution.    This  generates  an 
overview of the early reaction profile, and can provide  information on the precipitation of amorphous 
calcium carbonate (ACC) and its subsequent transformation into crystalline polymorphs.40  The benefit of 
this approach was demonstrated  for reaction solutions comprising  [CO32ど] = 10 mM and  [amino acid]/[ 
Ca2+] = 0, 0.3, 0.6, 0.9 and 1.5 for each amino acid (Figure 3).  All kinetic studies were conducted in Greiner 
µClear Black 96どwell plates, which have transparent bases, and each well was analyzed simultaneously in 
a plate  reader  (PerkinElmer  EnVision  2103).    The well plates were  charged with  selected  volumes of 
aqueous CaCl2 and amino acid solutions using the liquid handling pipetting workstation, while the aqueous 
Na2CO3 solution was  subsequently added within  the plate  reader using  the dispenser accessory.   This 






Representative normalized transmittance vs.  time plots are shown  in Figure 3, where  these exhibit an 
initial drop  in transmittance due to the formation of ACC, and then a subsequent recovery as the ACC 
transforms into much larger crystalline particles.  These plots demonstrate that Asp significantly stabilizes 









CaCO3  can  precipitate  in  three  anhydrous  polymorphs  at  room  temperature:  calcite,  aragonite  and 
vaterite.   The crystallization experiments were performed  in Greiner µClear Black well plates using the 
maximum solution volume (300 µL) in each well and [Ca2+] = 7.5 mM and 10 mM in order to maximize the 
yield of crystals (and thus the XRD signal  intensity).   pXRD was then performed  in situ within the wells 
using  a  PANalytical  XPert  Pro  diffractometer  with  a  well  plate  sample  holder,  where  this  enabled 
automated data acquisition.  Diffraction patterns were obtained in transmission mode through the well 








This  result  demonstrates  that  quantification  of  amino  acid  occlusion  within  the  crystal  particles 
corresponds to incorporation within calcite crystals rather than vaterite or aragonite.  As the latter two 












crystals.    The  same  protocols  could be  readily  used  to  examine  the morphological  effects  of  organic 
additives over a wide range of solution conditions. 
SEM was performed on crystals precipitated on well plate sealing mats.  All aqueous solutions and DI 







tape,  coated  with  2  nm  Ir  and  examined  with  an  FEI  Nanoscope  Nova  450.    Navigation  and  image 
acquisition was undertaken automatically with MAPS software, or manually using a NavCam accessory 
where required.  









modification  therefore primarily derives  from  the  functionality of  the side chain as opposed  to  the üど
amino acid moiety.  Circularity measurements were also explored using image analysis and were consistent 





disorder  generated  in  crystals  due  to  the  occlusion  of  additives.47    The  positions  and  widths  of  the 
molecular  vibrations  are  directly  related  to  the  atomic  configurations  and  the  environments  of  the 































on crystal morphologies have been wellどstudied, much  less  is known about the  incorporation of small 

































the  efficiency  of  incorporation  decreases  as  [amino  acid]/  [Ca2+]  increases.    The  quantities  of  Val 
incorporated were very low, reaching a maximum of 0.09 mol%, and no trends were recorded with respect 













reliable  investigation  of  property  trends  using  a  suite  of  characterization  methods.  The  interど
relationships between different properties,  including morphology,  the  rate of precipitation,  lattice 
disorder and additive incorporation can therefore be readily identified. 
While the effects of amino acids on calcium carbonate precipitation have of course been addressed 
in  the  literature,  studies have  typically  focused on  their  influence over  a  small number of  crystal 









studied, comparatively  little  is known about  their occlusion within  the crystal  lattice, and whether 
signatures  of  occlusion  are  seen  in  other  physical  properties.    Gravimetricどbased  analyses  have 
previously been used to quantify the biomacromolecules occluded within CaCO3 biominerals, where 
the macromolecules are isolated after dissolution of the biomineral within a dialysis bag.55  However, 



















S11  for  clarity)  and  modifying  morphologies  at  the  lowest  [amino  acid]/[Ca2+]  ratio  (Figure  8iii).  
Comparing then with Glu, however, it is noted that although Glu also provides strong stabilization of 
ACC, and  is active  in changing the crystal morphologies,  it occludes much  less efficiently than Asp.  
Indeed, the crossどcorrelation data show that changes in crystal morphology are not strongly correlated 
with  the property of  additive occlusion  (Figure 8iii), which demonstrates  that  significant  levels of 
occlusion can occur without a change in crystal morphology.   
The  contrasting  effects  of  the  amino  acids  are  intriguing.    Their  effects  on  ACC  precipitation/ 
crystallization and the crystal morphologies are consistent with the charge of the side group, where 
the negatively charged (under the experimental conditions) side groups of Asp and Glu are considered 
to  interact with the Ca2+  ions at the crystal surface.45   All of the amino acids studied are negatively 
charged under the experimental conditions, where the pI values for Asp, Glu, Asn and Val are 2.9, 3.2, 
5.4 and 6  respectively. Modeling of  the  interaction of Asp molecules with calcite surfaces has also 
shown that these molecules preferentially bind to the symmetryどrelated acute step edges via specific 
stereochemistry.46   With  its carboxamide side chain, Asn binds significantly  less strongly, while  the 










binds as strongly to calcite as Asp nor  fits as well within the  lattice, 13 but  its high occlusion  levels 
demonstrate that binding through the üどamino acid moieties is sufficient to drive incorporation.   On 
exchange of the small H sideどgroup of glycine for the larger carboxamide in Asn or isopropyl in Val, it 
can be expected  that  the binding strength will decrease and  the  lattice strain caused on occlusion 
would  increase.   That our data  reveals a weak correlation  in  the ability of an amino acid  to cause 
changes  in crystal morphologies and to become occluded suggests that the fit of the amino acid 
within  the crystal  lattice  is a significant determinant  for whether occlusion will occur.   While a  full 











simultaneous  production of  an  array  of  reaction  solutions  provides  control  over  the  physical  and 
chemical  conditions,  while  automation  vastly  reduces  sample  preparation  time  and  reduces 
experimental error.  This strategy  is therefore ideally suited to the comparison of a large number of 
samples,  and  the  investigation  of  a wide  reaction  space.    Indeed,  the  large  number  of  potential 







possible  to  extend  our  methods  to  the  synthesis  of  materials  including  functional  oxides, 
semiconductor/metallic nanoparticles and even metalどorganic frameworks. Further, with the ability to 





































































































































experimental process  and equipment employed  to precipitate  calcite  in  the presence of amino acids, 

















1.5  (green), where  the  reaction  solutions  comprise  [CO32ど] =  [ Ca2+] = 10 mM.    (b) Time of maximum 






obtained  using  an  automated,  highどthroughput  protocol  for  polymorph  identification.    The  peaks 












Figure 6: Structural analysis by Raman microscopy. a) Selected Raman  spectra  taken  from calcite 
single crystals grown under various conditions in the presence of Asp.  Specific conditions are given in 

















studies were  plotted  against  (i)  kinetic,  (ii)  Raman  and  (iii)  shape  analysis  data.  Amino  acids  are 
denoted as such: Asp (black circle), Glu (red square), Asn (blue triangle) and Val (pink inverted triangle). 
 
